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RESUMO

As plantas medicinais desde a antiguidade sdo utilizadas com finalidades terapéuticas.
Atualmente muitas espécies de plantas e derivados vegetais sdao objetos de estudos
fitoquimicos, tendo em vista o seu vasto potencial como fonte de materiais econdmicos.
Libidibia ferrea é uma planta medicinal conhecida por seu uso na medicina popular voltado
ao tratamento de ferimentos, contusdes, diarreia, asma, bronquite e tosse cronica. Entretanto,
ha necessidade de estudos para compressao de sua composicdo quimica. Vislumbrando esse
potencial a ser explorado e seus grandes beneficios na medicina popular esse trabalho teve
como objetivo realizar o estudo fitoquimico de L. ferrea como fonte de moléculas bioativas
uteis a sociedade, promovendo a extracdo de metabdlitos secunddrios, identificacdo de grupos
de metabdlitos secunddrios presentes no extrato, realizando o fracionamento liquido-liquido
do extrato obtido e caracterizando por técnica cromatografica o extrato e fracdes obtidas. Para
tanto foram utilizados, métodos extrativos, cromatograficos e espectrofotométricos. Foi
possivel obter um extrato hidroetandlico bruto de frutos de L. ferrea com rendimento
estimado 67,74 g. Por meio do fracionamento liquido-liquido do extrato hidroetandlico bruto
foi possivel obter 2,7 g da fase acetatoetilica, 918,8 mg da fase éter etilica, 119,6 mg da fase
cloroférmica e 22,7 mg da fase hexanica. A andlise de semi-quantificacdo fitoquimica
permitiu sugerir a presenca de baixas quantidades de flavonoides e alta quantidade de
polifendis no extrato obtido. A prospeccao preliminar aliada aos relatos na literatura levou a
observacdo sobre as concentracdes de taninos nos extratos e fragdes obtidas, e indicou a
auséncia de alcaloides e flavonoides nas fragdes. Além disso, o perfil cromatografico, a fim
decaracterizar o extrato e fracdes obtidas, foi obtido a partir de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O trabalho contribuiu com o conhecimento quimiotaxondmico de L. ferrea, para o
melhor entendimento de sua utilizagdo na medicina popular e para posteriores estudos de
atividade bioldgica e de isolamento de moléculas bioativas tteis a sociedade.

Palavras-chaves: Fitoquimica. Quimiotaxonomia. Produtos naturais. Moléculas bioativas



ABSTRACT

Medicinal plants from ancient times are used for therapeutic purposes. Currently many plant
species and plants are objects of phytochemical studies, given their vast potential as a source
of economical materials. Libidibia ferrea is a medicinal plant known for its use in folk
medicine for the treatment of wounds, bruises, diarrhea, asthma, bronchitis and chronic
cough. However, there is a need for studies to understand its chemical composition. The
objective of this study was to study the potential of this potential to be explored and its great
benefits in folk medicine. The objective of this work was to study the phytochemical of L.
ferrea as a source of bioactive molecules useful to society, promoting the extraction of
secondary metabolites, identification of groups of secondary metabolites present in the
extract, making the liquid-liquid fractionation of the obtained extract and characterizing by
chromatographic technique the extract and fractions obtained. For that, extractive,
chromatographic and spectrophotometric methods were used. A crude hydroethanolic extract
of fruits L. ferrea was obtained in an estimated yield of 67.74 g. In the case of the liquid-
liquid fractionation of the crude hydroethanolic extract, it was possible to obtain 2.7 g of the
acetate phase, 918.8 mg of the ethyl ether phase, 119.6 mg of the chloroform phase and 22.7
mg of the hexane phase. The analysis of phytochemical semi-quantification allowed the
presence of low amounts of flavonoids and high amount of polyphenols in the obtained
extract. Preliminary prospecting together with reports in the literature led to the observation of
tannin concentrations in the extracts and fractions obtained, and indicated the absence of
alkaloids and flavonoids in the fractions. In addition, the chromatographic profile, in order to
characterize the extract and fractions obtained, was obtained from high performance liquid
chromatography. The work contributed with the chemotaxonomic knowledge of L. ferrea, for
a better understanding of its use in folk medicine and for further studies of biological activity
and isolation of bioactive molecules useful to society.

Key-words: Phytochemistry. Chemiotaxonomy. Natural products. Bioactive molecules.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas hd séculos como alternativa de tratamento
para problemas de saide (FACCIN et al., 2016). Atualmente, muitas espécies de plantas e
preparados vegetais medicinais tiveram pesquisas fomentadas com o objetivo de promover o
conhecimento quimiotaxondmico, isolamento de principios ativos, assim como, para a
obtencdo de outros materiais econdmicos tais como, fitocosméticos, 6leos essenciais e
praguicidas (FEITOSA et al.,, 2015; MEDINA; LOUCHARD; GONCALVES, 2016;
OLIVEIRA et al., 2016; COSTA et al., 2017).

No desenvolvimento dessas pesquisas se faz importante os estudos fitoquimicos, que
através de métodos extrativos e espectroscopicos, promovem a extracdo de constituintes
quimicos, a realizacdo da triagem fitoquimica qualitativa e/ou quantitativa que direcionam os
métodos cromatograficos e espectroscopicos a um promissor isolamento, purificacdo e
caracterizacdo estrutural dos metabdlitos secundarios (PICOLLI et al., 2015).

A triagem fitoquimica nos extratos revela ainda, a presenca de metabdlitos secundarios
essenciais a justificacdo e adequacdo do uso na medicina popular e aplicagdes na pesquisa por
moléculas com atividade bioldgica tteis a sociedade, tais como compostos fendlicos,
flavonoidicos, taninos, alcaloides, saponinas, entre outros. Essa prospeccao preliminar pode
ainda complementar estudos sobre um grupo de plantas medicinais nativas com suspeita de
potencial farmacoterapéutico (BESSA et al., 2013).

Até meados de 2011, ndo se tinha conhecimento sobre a composi¢cdo quimica de
99,6% das plantas da flora nacional, estimadas entre 40 mil a 55 mil espécies, sendo que 10
mil podiam ser consideradas medicinais, aromadticas e uteis. Dentre as espécies vegetais
existentes nesse periodo no Brasil, menos de 1% foram estudadas adequadamente
(SCHULTES, 1991; STANGARLIN et al., 1999 apud BANDEIRA et al., 2011). Atualmente,
apesar da grande diversidade da flora nacional, nos ultimos 20 anos, as informacdes obtidas
sobre essas plantas tém crescido apenas 8% anualmente (FONSECA, 2012 apud CARNEIRO
et al., 2014).

A familia Fabaceae € considerada a terceira maior familia de angiospermas, sendo
composta por 727 géneros e 19.325 espécies de arvores, arbustos, videiras e ervas de
distribuidas por todo o mundo e dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosideae
e Papilionoideae (LEWIS et al., 2005). No Brasil, 222 géneros e 2848 espécies constituem a
familia Fabaceae (FLORA DO BRASIL, 2018).
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O género Libidibia (Caesalpinia) como € conhecida atualmente, tem entre suas
espécies representativas a Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz, popularmente
conhecida como “jucd” ou “pau-ferro”, indicada popularmente para tratar de diversas
afeccoes a saide. Como exemplo pode-se destacar, o tratamento de feridas cutineas,
contusdes, asma, tosse cronica, diarreia e bronquite (MAIA, 2004; KOBAYASHI et al., 2015;
CARVALHO et al., 2016).

Ensaios farmacolégicos com L. ferrea demostraram atividade analgésica, anti-
inflamatodria, atividade inibitéria contra patégenos da cavidade oral tais como, Candida
albicans, Streptococcus mutans e atividade cicatrizante. Entretanto, pesquisas adicionais para
identificar e estudar componentes sejam necessarias, o que justifica essa pesquisa (SAMPAIO
et al., 2009; CARVALHO et al., 2016).

Vislumbrando os grandes beneficios decorrentes do uso dessa espécie L. ferrea na
medicina popular e a necessidade de novos estudos fitoquimicos para comprovar as
propriedades medicinais atribuidas a planta, além de subsidiar pesquisas posteriores na
descoberta de novas moléculas com potencial atividade bioldgica, essa pesquisa visa realizar
um estudo fitoquimico da espécie Libidibia ferrea, como fonte de moléculas bioativas uteis a
sociedade, de forma a promover o conhecimento quimiotaxondmico da espécie e

possivelmente fornecer mais conhecimento acerca de sua composicao quimica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Realizar um estudo fitoquimico da espécie Libidibia ferrea, como fonte de moléculas

bioativas uteis a sociedade.

2.2 Objetivos especificos

Realizar extracao dos metabdlitos secundérios de L. ferrea;

identificar os grupos de metabdlitos secunddrios presentes no extrato obtido;

realizar fracionamento liquido-liquido do extrato obtido e;

caracterizar por técnica cromatogréfica o extrato e fragcdes obtidas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas no tratamento de enfermidades € uma pratica da medicina
tradicional, entretanto, sofre acdo de um pensamento de que plantas medicinais, devido sua
origem natural, ndo oferecem riscos aos usudrios, € ao contrdrio, o seu uso inadequado pode
ocasionar efeitos adversos ou interacdes medicamentosas (CAETANO et al., 2015), sendo
importante garantir seu uso racional.

Em conformidade com as recomendacdes propostas pela Organizacdio Mundial de
Saude, foi aprovada, em 2006, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
no SUS. Entre as acOes para implementacdo das diretrizes dessa politica nacional, almejam
ofertar produtos e servicos relacionados 2 fitoterapia no Sistema Unico de Sadde, de forma
segura e racional, por profissionais de satde qualificados, considerando os principios da
integralidade, universalidade e equidade (BRASIL, 2012).

No Brasil, cerca de 82% da populacdo utiliza produtos a base de plantas medicinais
nos seus cuidados com a saudde, seja pelo conhecimento tradicional de povos originais, como
indigenas, quilombolas, seja pelo uso através da transmissdo oral entre geragdes, ou nos
sistemas oficiais de saude, como prética de cunho cientifico, orientada pelos principios e
diretrizes do Sistema Unico de Sadde (GADELHA, 2013).

Para além da utilizag@o de plantas medicinais de forma segura e racional, a vertente da
pesquisa fitoquimica tem progredido, estima-se que pelo menos 25% de todos os
medicamentos modernos sdo derivados diretamente ou indiretamente de plantas medicinais,
principalmente por meio da aplicagdo de tecnologias modernas, interligadas ao conhecimento
tradicional (RODRIGUES, AMARAL., 2012).

H4 um significativo crescimento de estudos relacionados a plantas medicinais no
Brasil, tendo em vista um grande potencial inexplorado. Esses estudos possuem um enfoque
maior em dreas voltadas a producdo de farmacos e praguicidas. Por mais, que seja
significativo esse crescimento, se faz necessario ainda mais pesquisas, para promog¢ao do uso
racional dessas plantas, como preconiza a politica nacional de préticas integrativas e
complementares. O acuimulo de substancias ativas, mistura e redundancias terapéuticas,
podem causar intoxicagdes manifestadas por uma simples dermatite até a morte (CARNEIRO

et al., 2014).
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3.2 Taxonomia e aspectos botinicos e quimicos

A espécie Libidibia ferrea (Figura 1), como é concebida atualmente, antes teve como
basonimo Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. Sua hierarquia taxondmica se inicia com o reino
plantac e sucessivamente, filo: angiosperma, familia: Fabaceae Lindl.,, subfamilia
Caesalpininoideae e género: Libidibia (DC.) Schltdl (FLORA BRASIL, 2018).

A subfamilia Caesalpinoideae possui como aspectos botdnicos mais marcantes
inflorescéncias em racemos ou paniculas, flores relativamente grandes, com corola
constituindo a parte atrativa (FERREIRA; TROVAO; MELO, 2015; FLORA BRASIL,
2018).

L. ferrea apresenta folhas bipinadas e pétala vexilar diferenciada por madculas
vermelhas ou alaranjadas. Essa planta nativa se apresenta na forma de arvore e quanto ao
substrato € classificada como planta terricola. Sua distribui¢dio se dd pelos dominios
fitogeograficos da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e tem ocorréncias confirmadas nas
regides do Nordeste e Sudeste (FERREIRA; TROVAO:; MELO, 2015; FLORA BRASIL,
2018).

Reconhecendo-se o potencial terapéutico da espécie, alguns estudos foram realizados
com a finalidade de caracterizar também quimicamente a espécie. As partes selecionadas para
estudos foram essencialmente frutos, sementes, folhas, caule e cascas do caule. Assim foram
isolados e/ou identificados 4cidos graxos (Quadro 1), dcidos fendlicos (Quadro 2), compostos
fendlicos (Quadro 3), flavonoides (Quadro 4) e (Quadro 5), 4cidos organicos, terpenoides,

esteroides somados a outros compostos organicos (Quadro 6) além de taninos (Quadro 7).

Figura 1 — Libidibia ferrea utilizada como objeto de estudo nessa pesquisa.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Quadro 1 - Acidos graxos de Libidibia ferrea isolados e/ou identificados.

Parte da Extrato Substancia isolada Citacoes
planta
Fruto Benzénico Acido palmitico COSTA; GUILHON-
SIMPLICIO;SOUZA,
2015.
Fruto Benzénico Acido octosandico COSTA; GUILHON-
SIMPLICIO;SOUZA,
2015.
Semente Hexéanico Acido palmitico (STIANI et al., 2013)
Semente Hexanico Acido estedrico (STANI et al., 2013)
Fruto Flaido Acido linoleico (DIAS et al., 2013)
supercritico
Fruto Fliido Acido palmitico (DIAS et al., 2013)
supercritico
Fruto Fliido Acido estedrico (DIAS et al., 2013)
supercritico
Fruto Fliido Acido elaidico (DIAS et al., 2013)
supercritico
Sementes Aquoso e Acido linoleico (SAWADA et al., 2014)
acetdnico
Sementes Aquoso e Acido linolénico (SAWADA et al., 2014)
acetdnico
Sementes Aquoso e Acido palmitoleico (SAWADA et al., 2014)
acetdnico
Sementes Aquoso e Acido palmitico (SAWADA et al., 2014)
acetdnico
Sementes Aquoso e Acido estedrico (SAWADA et al., 2014)
acetdnico
Sementes Aquoso e Acido céprico (SAWADA et al., 2014)
acetdnico
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Quadro 2 - Acidos fendlicos de Libidibia ferrea isolados e/ou identificados.

P
arte da Extrato Substancia isolada Citacoes
planta
COSTA; GUILHON-
Fruto Alcodlico Acido gélico SIMPLICIO;SOUZA,
2015.
Folha Hidroetandlico Acido gélico (NAWWAR et al., 2015)
. YREPK KI et al.
Casca do Hidroetandlico Acido gélico W OWSKl et al,
caule 2014).
Casca do . . Acido 3-O-galloyl (WYREPKOWSKI et al.,
Hidroetandlico ..
caule quinico 2014).
. YREPK KI et al.
Casca do Hidroetandlico Acido galoilchiquimico W OWSKl et al,
caule 2014).
Acido 2-(2,3,6-
Fruto Hidroetandlico trihidroxi-4- (UEDA et al., 2001)
carboxifenil) eldgico
. NAKAMURA et al.,
Fruto Metandlico Acido gélico ( 2002) cta
Casca do Aduoso Acido edlico (VASCONCELOS et al.,
caule 4 £ 2011)
Frutos Hidroetandlico Acido gélico (SILVA et al., 2013)
Folhas Etandlico Acido gélico (SILVA et al., 2014)
Folhas Metandlico Acido gélico (PORT S et al ., 2013)
Nao Aquoso e ¢ -
relatada hidroacetdnico Acido gélico (ARAUJO et al., 2014)
Frutos Hidroalcodlico Acido gélico (SILVA et al., 2013)
Caj:jlsedo Hidroetanlico Acido gilico (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . - s .
caule Hidroetanodlico Acido cafeico (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . . ¢ . ..
caule Hidroetanodlico Acido quinico (PEDROSA et al., 2016)
Cacs:ljlsedo Hidroetandlico Acido clorogénico (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Acido galico (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Acido caféico (PEDROSA et al., 2016)
Acido 2-(2-etil-3-
. - hidroxi-6-
Fruto Hidroetandlico e . (PEDROSA et al., 2016)
propionilciclohexil)
acetico
Fruto Hidroetandlico Acido quinico (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Acido clorogénico (PEDROSA et al., 2016)
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Quadro 3 - Polifenois de Libidibia ferrea isolados e/ou identificados.

P
arte da Extrato Substancia isolada Citacoes
planta
COSTA; GUILHON-
Fruto Alcodlico Galato de etila SIMPLICIO;SOUZA,
2015.
COSTA; GUILHON-
Caule Acetonico Pauferrol SIMPLICIO;SOUZA,
2015.
Acido Brevifoli
Folha Hidroetandlico cido Brevifolina (NAWWAR et al., 2015)
Carboxilico
Folha Hidroetandlico Brevifolina (NAWWAR et al., 2015)
Folha Hidroetanodlico Acido eldgico (NAWWAR et al., 2015)
. . Trans-3,5,4'- (MAGALHAES et
1 H o
Caule idroetandlico trihidroxiestilbeno al.,2014)
Casca do Hidroetandlico Galato de etila (WYREPKOWSKI et al.,
caule 2014).
. YREPK KI 1.
Casca do Hidroetandlico Acido eldgico W OWSKlet al,
caule 2014).
acido 3-O-metilelagi
Casca do . - acido S e EEICO | (WYREPKOWSKI et al.,
Hidroetandlico 4'-0-B-D-
caule . . j 2014).
arabinopiranosideo
Casca do . . dcido Metilelagico (WYREPKOWSKI et al.,
Hidroetandlico B
caule ramnosideo 2014)
Caule Acetdnico Pauferrol B (OHIRA et al., 2013)
Caule Acetdnico Pauferrol C (OHIRA et al., 2013)
Caule Acetdnico Pauferrol A (NOZAKI et al., 2007)
Fruto Metandlico Galato de metila (NAKAMURA etal,
2002)
Czcjedo Aquoso Acido eldgico (VASCOE(():IEII)‘OS etal,
Frutos Hidroetandlico Galato de metila (SILVA et al., 2013)
Acido 2-(2,3,6-
Frutos Hidroetandlico tcrlih(i)dro(xi 4 (UEDA; KAWANISHE;
cr . MORIYASU, 2004).
carboxifenil) eldgico
. - o . (UEDA; KAWANISHI,
Frutos Hidroetandlico Acido eldgico MORIYASU, 2004
Frutos Hidroalcodlico Acido eldgico (SILVA et al., 2013)
C d .
aj:jlse ° | Hidroetanélico Acido eldgico (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Acido elagico (PEDROSA et al., 2016)
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Quadro 4 - Flavonéides provenientes de folhas e frutos de Libidibia ferrea isolados e/ou identificados.

P
arte da Extrato Substancia isolada Citacoes
planta
isovitexina 2”-O-f-

Folha Hidroetanodlico [xilopiranosil-(1""""— (NAWWAR et al., 2014)

277")-O-B xilopiranosil

Vitexina 2”-O-f-

Folha Hidroetandlico [xilopiranosil-(1"""" — (NAWWAR et al., 2014)

277")-O-B-xilopiranosil

orientin 2”-O-f-

Folha Hidroetanodlico [xilopiranosil-(1"""" — (NAWWAR et al., 2014)

277")-O-B-xilopiranosil
Folha Hidroetandlico vitexina (NAWWAR et al., 2015)
Folha Hidroetandlico 2”-0-galloylorientin (NAWWAR et al., 2015)
Folha Hidroetandlico orientin (NAWWAR et al., 2015)
Folhas Metandlico Quercetina (PORT'S et al ., 2013)

Nao Aquoso e .
relatada hidroacetdnico Catequina (ARAUJO et al., 2014)

Fruto Hidroetanodlico Catequina (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetanélico Epicatequina (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Rutina (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico taxifolin (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Miricetina (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Quercetina (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Canferol (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetano6lico Apigenina (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetandlico Isoramnetina (PEDROSA et al., 2016)
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Quadro 5 - Flavonéides provenientes de caule ou cascas do caule de Libidibia ferrea isolados e/ou identificados.

P

arte da Extrato Substancia isolada Citacoes

planta

Caule Hidroetanodlico Amentoflavone (MAGALHAES et

al.,2014)

Casca do Hidroetandlico Epicatequina (WYREPKOWSK[ et al.,

caule pieateq 2014).
Casca do Aduoso Catequina (VASCONCELOS et al.,

caule 4 4 2011)
Casca do AQUOSO Epicatequina (VASCONCELOS et al.,

caule 4 pieateq 2011)
Caj:jlsedo Hidroetanlico Catequina (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . . . .

caule Hidroetandlico Epicatequina (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . - .

Hidroetandlico rutina (PEDROSA et al., 2016)

caule
Cascas do . - e 1

caule Hidroetanodlico taxifolin (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . . S

caule Hidroetanodlico Miricetina (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . . .

caule Hidroetanodlico Quercetina (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . -

caule Hidroetanodlico Canferol (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . - .

caule Hidroetanélico Apigenina (PEDROSA et al., 2016)
Cascas do . . . .

caule Hidroetandlico isoramnetina (PEDROSA et al., 2016)
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Quadro 6 - Acidos organicos, terpenoides, esteroides e outros compostos organicos de Libidibia ferrea isolados
e/ou identificados.

Parte da

Extrato Classe de MS Substancia isolada Citacoes
planta
COSTA; GUILHON-
Fruto Benzénico Esterdide Sitosterol SIMPLICIO;SOUZA,
2015.
GALLAO et al., 2013),
Semente Aquoso Polissacarideo Galactomanana év[ ARQUE Se e?al., 201 ?5)
Fliido .
Fruto . Triterpeno Lupenone (DIAS et al., 2013)
supercritico
Fldido .. .
Fruto . Esterdide Gamma-sitosterol (DIAS et al., 2013)
supercritico
Fliido . S .
Fruto . Aldeido 3,4-dimetilbenzaldeido (DIAS et al., 2013)
supercritico
Fliido . . .
Fruto L. Ftalato di-2-etilhexilftalato (DIAS et al., 2013)
supercritico
Sementes Aquoso Monossacarideo D-galactose (LOPES et al., 2013)
Sementes Aquoso Monossacarideo D-manose (LOPES et al., 2013)
Acido 2-(2-etil-3-
Cascasdo | rioetandlico | Acido organico hidroxi-6- (PEDROSA et al., 2016)
caule propionilciclohexil)
acetico
Cascas do . . . . L. ..
caule Hidroetanodlico Acido organico acidol2-oxofitodienoico (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetanoélico Acido organico Acido gluconico (PEDROSA et al., 2016)
Fruto Hidroetanodlico Acido organico Acido12-oxofitodienoico | (PEDROSA et al., 2016)




Quadro 7 - Taninos de Libidibia ferrea isolados e/ou identificados.

3.3 Fitoquimica

P
arte da Extrato Substancia isolada Citacoes
planta
11i in-1, 2”-O-
Folha Hidroetandlico | ‘chimagrandin-l 2%-0-1 -\ wwaR et al, 2015)
galloylvitexin
Cascas do . . . (WYREPKOWSKI et al.,
Hi J| M loilgl
caule droetandlico onogaloilglicose 2014).
Casca do . . . — (WYREPKOWSKI et al.,
H J| Digaloilgl
caule idroetandlico igaloilglicose 2014),
. YREPK KI et al.
Cascado |1 ioetandlico | Acido digaloilquinico | " OWSKletal,
caule 2014).
YREPK KI et al.
Casca do Hidroetandlico Galoiltanino W OWSKl et al,
caule 2014).
Casca do . . . — (WYREPKOWSKI et al.,
H o Trigaloilgl
caule idroetandlico rigaloilglicose 2014),
C d . . - WYREPKOWSKI et al.,
chﬁe © Hidroetandlico Tetragaloilglicose ( 2014), cta
YREPK KI 1.
Casca do Hidroetanodlico Castalagin derivative W OWSKl et al,
caule 2014).
. YREPK KI 1.
Casca do Hidroetandlico Acido dilactona valonico W OWSKl etal,
caule 2014).
Acido
Casca do . . . e (WYREPKOWSKI et al.,
Hidroetandlico hexahidroxidifenil-
caule . o 2014).
digaloilglicose
C d . . . WYREPKOWSKI et al.,
izcuzie © Hidroetandlico Pentagaloilglicose ( 2014), cta
Casca do Hidroetandlico Procianidina trimérica (WYREPKOWSKI et al.,
caule 2014).
C d p WYREPKOWSKI et al.,
asea €o Hidroetandlico | Acido digaloilchiquimico ( ca
caule 2014).
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Os estudos fitoquimicos tem a finalidade de -caracterizagdo, isolamento e/ou

identificacdo dos metabdlitos secundérios presentes nas plantas. Quando ndo se conhece

metabdlitos secunddrios presentes em uma espécie realiza-se uma triagem fitoquimica, a fim

de identificar a quais grupos esses metabdlitos pertencem. Esses estudos envolvem a

utilizacdo de técnicas, cromatograficas e espectroscopicas (FALKENBERG; SANTOS;

SIMOES, 2010).
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3.4 Metabolitos secundarios

Os metabdlitos secunddrios fazem parte do metabolismo vegetal o qual é definido
como o conjunto de reagdes quimicas que continuamente estdo ocorrendo em cada célula dos
vegetais. Muitas dessas substincias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que
permitem a adequacdo do produtor a seu meio, apesar de ndo serem essenciais a vida. J4
foram reconhecidas como fungdes especificas de alguns metabdlitos secundérios, a defesa
contra herbivoros e microrganismos, protecdo contra raios ultravioleta (UV), a atracdo de
polinizadores ou animais dispersores de sementes (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES,
2010).

Devido ao largo tempo de adaptacdo e a selecao natural, essas substancias produzidas
geralmente apresentam mecanismos sofisticados de atuagdo, tteis na obtencdo de moléculas
com potencial farmacoldgico. A possibilidade de utilizagao dessas moléculas como protétipos
na semi-sintese proporciona maior potencial farmacolégico associado (SANCHEZ-

FERNANDEZ et al., 2013).

3.4.1 Polifendis

Os polifendis sdo agentes redutores e, portanto, oxidam-se com facilidade, resultando
em substancias coradas. A cor desses produtos de oxidacdo deve-se ao elevado grau de
conjugacdo. Oxidantes, tais como o cloreto férrico (FeClz). Esses sio empregados para a
caracterizacdo de polifen6éis em geral; nesse caso, a positividade é evidenciada pelo
desenvolvimento de colora¢do azul ou verde-azulada. Em solucdo aquosa, os monofendis
progenitores assim com os demais podem funcionar como antioxidantes. Por esse motivo,
tem-se a importancia de que os ensaios de fendis totais incluam monofendis, bem como mais
facilmente polifendis oxidados. A classe especifica a que pertencem os polifendis assim
detectados, deve ser melhor caracterizada por reacdes particulares de cada grupo.
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999; FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2010).

Os compostos fendlicos sdo também chamados de polifendis. Consiste em um grupo
de substincia com estruturas quimicas varidveis, porém simples e/ou complexas. As classes
de polifendis sdo denominadas de acordo com a natureza quimica, sendo classicados como
fendis simples e benzoquinonas, 4cidos e aldeidos fendlicos, fenil propandides, acidos

cindmicos, cumarinas, cromonas, lignanas, xantonas, antraquinonas, flavonoides, taninos
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hidrolisaveis e taninos condensados (POTRICKOS et al., 2013; FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2010).

3.4.2 Flavonoides

Sao compostos heterociclicos arométicos possuidores de grupamentos hidroxila ligado
a um anel aromdtico o que o caracteriza como um composto fendlico, essa estrutura fendlica é
variavel, e por tanto, de elevado interesse cientifico e terapéutico para os pesquisadores da
area da farmacoquimica (SILVA et al., 2015). De forma complementar Georgiev; Ananga e
Tsolova (2014) demostraram que o nicleo que constitui os flavonoides geralmente é formado
por trés anéis provenientes de um esqueleto carbonico (Cs-C3-Cs), que possibilita a variacao
da estrutura molecular em consequéncia de hidroxilagdo, hidrogenacdo, metilacdo e
sulfonacdo, proporcionando a formacao de mais quatro mil compostos flavonoidicos, que sao
agrupados em classes.

A classe dos flavonoides estd presente em diversos vegetais, conferindo as flores, aos
frutos e as outras partes da planta coloragdes diversificadas e muitas vezes atrativas, que vao
desde o branco até o violeta intenso. Sdo um dos grupos fendlicos mais diversificados, sendo
classificados em flavonas, flavondis e seus O-glicosideos; flavonoides, isoflavonoides,
neoflavonoides; chalconas; antocianidinas; catequinas; auronas; flavononas, biflavonoides. Os
flavonoides podem além da forma aglicona se apresentar na forma de heterosideo, ou seja,
uma fracdo aglicona ligada a um aguicar diferente da glicose. Esse aguicar geralmente agrega
pigmentacdo ao metabdlito. A pigmentacdo principal é a de coloracdo amarela de onde se
originou a denominac¢do de flavus. Esse aparente complexidade de suas estruturas quimicas
possibilita sinergismos farmacolégicos e uma variedade de grupos farmacoféricos que
propiciam atividade sobre a permebilidade capilar, antioxidante, anti-inflamatoria, antiviral,
antitumoral e hormonal. (SOUZA; MELLO; LOPES, 2012).

As avaliacOes de potencial farmacoterapéutico de flavonoides demostram também que
esses metabolitos sdo responsdveis por uma ampla variedade de atividades bioldgicas
cardiovasculares, sendo os flavondis os compostos mais ativos dentro dessa classe

(DUARTE; PEREZ-VIZCAINO, 2015).
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3.4.3 Taninos

Os taninos sao polifendis que formam compostos estdveis com proteinas. Pela
classificacdo quimica, sdo divididos em taninos hidrolisdveis (taninos eldgicos e taninos
gdlicos) e taninos condensados (proantocianidinas), pseudotaninos. Possuem propriedades
bastante exploradas em fitocosméticos, tais como adstringentes cicatrizantes, hemostaticos,
protetores e reepitelizantes, antissépticos e antioxidantes (SOUZA; MELLO; LOPES, 2012).
Segundo Adetutu, Morgan, Corcoran (2011) a atividade cicratizante dos taninos se deve a
uma potencializacdo da regeneracdo tecidual devido a precipitacdo de proteinas da pele que
provoca uma impermeabilizacio das camadas mais externas do O6rgdo e das mucosas
protegendo assim as camadas subjacentes. A vasoconstricdo provocada € um efeito que

contribui com a cicatrizacao.

3.5 Métodos extrativos e particao por solventes

3.5.1 Extracgao

Extracdo € um método quimico que permite a separagao de constituintes quimicos de
uma matriz segundo sua afinidade com um liquido extrator. Dentre os principais métodos de
extracdo tem-se: maceracao, infusdo, decoc¢do, extragdao sob refluxo e extragdo em aparelho
soxhlet (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).

O estudo de OLIVEIRA et al. (2016) demonstrou que as técnicas de extracdo e o
solvente extrator influenciam diretamente nos rendimentos extrativos e no teor de metabdlitos
secunddrios presentes, podendo por consequéncia alterar o perfil das atividades bioldgicas de
um extrato. Além disso, eles ressaltaram a importincia da andlise cromatografica para

avaliacio qualitativa e quantitativa na caracteriza¢do da natureza de extratos fitoquimicos.

3.5.2 Extragdo por maceragao

E um método de extragio sélido/liquido classificado como método a frio
(FALKENBERG:; SANTOS; SIMOES, 2010). Segundo Sharapin et al. (2000) conforme
citado por Silva (2009), esse método permite que a droga permaneca em contato com O
solvente por vdrios dias, sob agitacdo ou ndo e a temperatura ambiente, para a realizacdo da

extragdo. Um aspecto norteador do processo € o equilibrio da concentracdo entre a droga e o
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solvente. Esse aspecto é regido por fatores relacionados a droga vegetal e dos fatores ligados
ao solvente. Quando a relagdo droga/solvente aumenta, o rendimento da extracdo diminui,
devido a saturacdo do solvente.

O processo tecnoldgico da maceragdo pode ser divido em estdtico, dindmico e por
digestdao. O processo cldssico € conhecido como maceracdo simples e utiliza o solvente em
contato com a droga vegetal por determinado tempo ao abrigo da luz como principio base. A
maceracdo dinamica difere da simples por promover movimentacdo do sistema extrativo
constantemente. Dessa forma ocorre mais choque entre o liquido extrator e a droga vegetal
diminuindo o tempo de extracdo. Um terceiro método € a maceracdo por digestdo na qual se
emprega o uso do aquecimento até uma temperatura de 40-50 °C concomitante a extracao

(SHARAPIN et al., 2000 apud SILVA, 2009; LIST; SCHIMIDT, 1989 apud SILVA, 2009).

3.5.3 Parti¢do por solventes

A particdo segue um principio de que entre as fases de dois solventes imisciveis se tem
uma dissolucao seletiva de constituintes regido pelo coeficiente de particdo ou distribuicao
apresentado por cada substancia. Esse fracionamento € também conhecido na pritica como
particionamento. No fundamento é uma extracao liquido-liquido que é realizada com auxilio
de funil de separacdo. A técnica na andlise fitoquimica promove separacdo de constituintes
segundo o gradiente de polaridade de diferentes solventes permitindo ao analista escolher com
qual fase com perfil de substincias ele prefere trabalhar e/ou dirigir sua pesquisa para
isolamento de constituintes de uma classe especifica (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES,
2010).

Segundo Trevisan et al. (2012) o particionamento pode ser realizado ndo somente em
funil de separacdo como também em soxhlet modificado, utilizando os solventes hexano,
cloroférmio, acetato de etila, responsdveis por suas respectivas fracoes e a fracdo

hidroalcodlica remanescente da cromatografia.

3.6Analise fitoquimica preliminar por semi-quantificacao

3.6.1 Leitor de microplacas

O leitor de microplacas, ou leitor de elisa, € um aparelho que tem a finalidade de

automatizar o processo de andlise fitoquimica semi-quantitativo . O aparelho contribui com o
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processo uma vez que facilita o desenvolvimento de métodos, desenvolvimentos de layouts de
placas, adicdo de multiplos ensaios em uma mesma placa, adicio de mdltiplas placas por
andlise, relatério personalizado e convertido na forma de Excel (INSTRUMENTOS PARA
LABORATORIOS, 2018).

3.6.2 Fendis totais

Considerando a heterogeneidade entre os fendis naturais e a possibilidade de
interferéncia por outras substancias oxidaveis, € facilmente perceptivel que varios métodos de
determinacdo de fendis totais t€m sido utilizados, embora todos apresentem limitacdes. A
colorimetria com sais de ferro apresenta o problema referente a auséncia de reagao por parte
dos fendis simples. E em algumas condi¢des difendis vicinais e trifendis vicinais
proporcionam coloragdes distintas. Outro método, que tem por principio a oxidagdo com
permanganato de potdssio, estd sujeito a maiores interferéncias, particularmente de acucares.
Frente a todos esses, o preferivel foi o método de Folin-Ciocaulteu (FC) (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

Na técnica que utiliza o reagente de Folin-Ciocaulteu tem-se a composicao desse
reagente baseada nos dcidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, que se encontram no estado
de oxidagdo +6, porém, em presenca de agentes que provocam sua reducdo, como compostos
fendlicos, geram substancias de coloracdo azul chamadas de molibdénio e tungsténio. A
média do estado de oxidagdo desses metais estd entre cinco e seis € sua coloracdo permite a
identificacdo de substancias redutoras, sem, contudo, possuir seletividade aos fendis totais

(HOFF; SINGLETON, 1977; BRUNE; HALLBERG; SKANBERG, 1991).

3.6.3 Flavonoides

Existem diversas técnicas destinadas ao doseamento de flavonoides em materiais
vegetais. A espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta (UV-Vis) estd entre as
mais difundidas devido sua ampla disponibilidade nos laboratdrios, baixo custo de execugdo,
simplicidade e rapidez para obtencdo dos resultados (ALVES et al., 2010).

A limitacdo mais aparente da espectrofotometria € a sua baixa sensibilidade, o que
acaba sendo ainda mais significativo na andlise de matrizes complexas como os extratos

vegetais (ROCHA; TEIXEIRA., 2004).
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Por esse motivo, o método colorimétrico para deteccdo de flavonoides faz uso do
cloreto de aluminio (AICI3) para o tratamento das amostras a serem analisadas. Isto porque o
reagente fornece cdtions que formam complexos estdveis com as hidroxilas livres dos
flavonoides, ocasionando extensdo do sistema conjugado e, consequentemente, um desvio
batocrdmico, que propicia um deslocamento dos maximos de absor¢do para regides de maior
comprimento de onda diferindo os flavonoides dos demais fen6éis (MARCUCCI; WOISKY;
SALATINO, 1998).

3.6.4 Taninos

O método de Folin-Denis é semelhante ao método de FC tem por principio base uma
reacdo de oxido-reducdo. Esse método vem sendo extensivamente empregado para detec¢io
de taninos hidrolisaveis pois s@o polimero formados por 4cido gélico os quais sdo acidos
fendlicos (composto fendlico), segundo Paiva (1994); Silva e Paiva (1994); Moura (1998),
conforme citado por Silveira; Lima; Lima, 2003.

No entanto, para a detec¢ao de flavonoides monoméricos ou na forma de polimeros
(taninos condensados), o uso da reagente vanilina estd entre as principais escolhas. Esse se
mostra especifico para uma classe limitada de compostos que apresentam uma ligacao simples
na posicao 2,3 e grupos hidroxila em posi¢des alternadas no anel. Esses compostos pertencem
ao grupo das leucoantocianidinas (catequinas), proantocianidinas (taninos). O principio da
reacdo consiste na evidéncia de que a vanilina tem seu grupamento de oxigénio da carbonila
protonado devido o 4cido cloridrico. Em contrapartida, o carbono carbonilico reage com a
posicdo ativada do anel benzénico devido a presenca das hidroxilas. Um intermediario
tetraédrico € formado e o seu radical resultante da protonacio recebe uma nova protonacdo e
proporciona uma desidratacdo até a formacdo do produto final de coloracdo vermelha

(DESHPANDE et al., 1986).

3.7 Métodos cromatograficos

A cromatografia € uma técnica de separacdo de componentes distintos, pertencentes a
uma mistura, através da utilizacdo de uma fase estaciondria e outra movel. A particdo de
substancias entre as duas fases e seu consequente tempo de retencdo sdo determinados pelas
caracteristicas fisico-quimicas dos constituintes, o que permite a separacdo dos analitos

(MONTOYA; FLOREZ, 2016).
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Além da cromatografia preparativa que visa o isolamento, existe a modalidade
analitica da cromatografia, destinada para fins de identificacdo, andlise de misturas e de
substancias isoladas (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010). Para ambas as
modalidades Carlos et al. (2011) ressalta a necessidade de etapa prévia de extracdo e
concentragdo.

De acordo com os processos de separacdo de componentes de uma matriz, existem
quatro modalidades de cromatografia, sendo elas: cromatografia de particdo, cromatografia de
adsor¢do, cromatografia de troca idnica, cromatografia de exclusio ou de filtracdo molecular.
Nessas categorias, divergem-se vdrias técnicas cromatograficas, através da utilizacdo de
equipamentos distintos e pela natureza da fase estaciondria. Os exemplos mais encontrados
sdo: cromatografia liquida em coluna, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia

em camada delgada e cromatografia gasosa (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta, estabilizacao, secagem e identificacio do material vegetal

Os frutos de Libidibia ferrea (Max. Ex. Tul.) L. P. Queiroz foram coletados do dia 26
de maio de 2017, nas proximidades do bloco J, no Centro de Educacdo (CES) da
Universidade Federal de Campina Grande, situada no acesso Prof®. Maria Anita Furtado
Coelho, localidade do Olho D’Agua da Bica, no municipio de Cuité-PB. A espécie foi
identificada pelo botanico Prof. Dr. Carlos Alberto Garcia Santos (UFCG - Cuité), a exsicata
foi depositada no Herbério do CES-UFCG e recebeu o codigo 256.

As vagens (frutos) foram higienizadas com um tecido seco e deixados em temperatura
ambiente. Assim como descrito por Kobayashi et al. 2015, os frutos considerados escuros,
furados ou inapropriados foram descartados. O material passou por um processo de secagem
em estufa de circulacdao de ar a 40 °C durante 72 horas, sendo utilizada uma amostra como
controle para verificagdo da diminuicdo do seu peso referente a desidratacdo. A massa foi

aferida a cada 24 horas para verificacdo da diminui¢ao do peso até valor constante.

4.2 Obtencao da droga vegetal e padronizacao da granulometria

O material vegetal seco foi triturado em moinho de facas fornecendo o pulverizado.
Esse por sua vez, passou por um processo de tamisa¢do para padronizacdo da granulometria.
Os tamises escolhidos apresentaram orificios de abertura com didmetro de 200 um, 180 pm,

150 pm, 106 pm e 75 pm, respectivamente.

4.3 Extraciao

Foi selecionado para a extragdo o material pulverizado com menor grau de divisdo
associado a um rendimento suficiente para as necessidades da pesquisa. Para a extracdo foi
utilizado 120 g de planta pulverizada, maceracdo como método extrativo, utilizando 600 mL
de uma solucdo 50% v/v etanol/agua durante 5 dias, nesse periodo o sistema passou por uma

agitacdo a cada 24 horas. Ao término do processo o material foi filtrado.
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4.4 Determinacio de residuo seco

Para determinar a concentracio do extrato foi utilizado uma adaptacdo da metodologia
farmacopeica de determinacdo de residuo seco. Nesse processo, uma aliquota de 1 mL do
extrato liquido foi transferida para uma cdpsula de porcelana previamente pesada. Em
seguida, esse sistema teve seu volume reduzido a 1/3 com auxilio de aquecimento em chapa
aquecedora a 60 °C. O material foi entdo submetido a secagem em estufa por 4 horas a 100 °C
e transferidas ao dessecador até atingir a temperatura ambiente. Posteriormente, o material
teve sua massa aferida em balanga analitica e foi submetido a secagem em estufa por 1 hora

para posterior pesagem até o valor constante.

4.5 Estudo fitoquimico

A realizacdo da andlise fitoquimica semi-quantitativa de polifendis, taninos e
flavonoides em microplacas, foi realizada em parceria com o Laboratério de desenvolvimento
de medicamentos da Universidade Estadual da Paraiba sob a responsabilidade da professora
Ana Claudia e sob supervisao do mestrando Widson Santos.

Nessa analise, o extrato fluido foi diluido utilizando metanol como solvente, na
proporcdo 1/20 da sua concentracdo inicial, objetivando uma melhor resolucio na

espectrofotometria UV/Vis utilizando leitor de microplacas para a anélise.

4.5.1 Polifendis

Foi transferido uma aliquota de 100 L. da solucdo diluida do extrato em quatro pogos
consecutivos na linha A de uma microplaca. Em seguida, foi adicionado 50 uL. de metanol
nos demais pocos pertencentes as colunas utilizadas. Foi realizada uma diluicdo seriada no
sentido de A a H, retirando 50 pL e transferindo para o pogo seguinte, desprezando-se 50 pL.

no final de cada coluna (Figura 2).



Figura 2 — Método de dilui¢do seriada no sentido de A até H de uma microplaca.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Entdo, foi adicionado 150 puL. de metanol ao branco e a amostra 100 uLL do reagente

FC tendo 2 minutos a temperatura como condicdo de eficiéncia reacional. Em seguida, foi

adicionado 100 pL da solucdo de Na>COs; deixando-a reagir por 10 minutos. Por fim, foi

realizada a leitura das absorbancias em 757 nm (Figura 3).

Figura 3 — Coluna do branco e colunas da triplicata obtidas por diluigdo seriada.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para a obtencao da curva de calibracdo foram utilizadas as seguintes concentracdes de

solu¢do padrdo de acido galico: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 ug/mL. A curva de calibragdo

foi produzida através da distribuicdo de 3 replicatas de cada solugdo padrdao de concentragdo

especifica na placa resultando no preenchimento de 24 pocos. Aos outros 24 pocos foi

adicionado o branco. Para tanto, foi utilizado uma solucio estoque de padrdo de acido gélico,

100 puL da solugao de Na2COs e 50 pL do reagente FC. O branco foi constituido por 50 pL de

metanol, 100 pL solugdo de Na,COs e 50 uL do reagente FC. A leitura das absorbancias foi

realizada no comprimento de onda de

757 nm.
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4.5.2 Taninos

Foi transferido uma aliquota de 50 uL da solucdo diluida do extrato em quatro pogos
consecutivos na linha A de uma microplaca. Em seguida, foi adicionado metanol nos demais
pocos pertencentes as colunas utilizadas. Realizou-se uma dilui¢do seriada no sentido de A a
H retirando 25 pL e transferindo para o pogo seguinte, desprezado-se 25 puL no final de cada
coluna. Entdo, foi adicionado ao branco 225 pL de metanol. E quanto a amostra, adicionou-
se, consecutivamente, 150 uL de vanilina e 75 uL. de HCI deixando-o reagir por 20 minutos a
temperatura ambiente. A leitura das absorbancias foi realizada em 500 nm.

Para a obtencdo da curva de calibragcao foram utilizadas as seguintes concentracdes: 1,
30, 60, 90, 120, 150, 180 e 200 pg/mL. A curva de calibracdo foi produzida através da
distribuicdo de 3 replicata de cada solugcdo padrdo de concentracdo especifica na placa. A
solu¢do padrao foi constituida por 150 uL da solucdo de vanilina, 75 pLL. de HCI e 25 pL da
solu¢do de catequina. O branco foi composto por 150 uL da solu¢do de vanilina, 75 pL de
HCIl e 25 pL de metanol. Realizou-se a leitura das absorbancias no comprimento de onda de

500 nm.

4.5.3 Flavonoides

Foi transferido uma aliquota de 200 uL da solu¢do diluida do extrato em quatro pogos
consecutivos na linha A de uma microplaca. Em seguida, adicionou-se metanol nos demais
pocos pertencentes as colunas utilizadas. Realizou-se uma diluicao seriada no sentido de A até
H retirando 100 pL e transferindo para o pogo seguinte, despreza-se 100 uL no final de cada
coluna. Entdo, foram adicionados 100 uL. de metanol ao branco e 100 uL de uma solucao 2 %
m/v AlClz/metanol. As leituras das absorbancias foram realizadas no comprimento de onda de
415 nm.

Para a obtencao da curva de calibracdo foram utilizadas as seguintes concentracdes: 2,
6,10, 14, 18, 22, 26 e 30 ug/mL. A curva de calibracdo foi produzida através da distribui¢ao
de 3 replicatas de cada solugdo padrdo de concentracdo especifica na placa resultando no
preenchimento de 24 pocos. Aos outros 36 pocos foi adicionado o branco. A solucdo padrao
foi constituida por 100 pL da solugdo de quercetina, com 100 pL da solugdo de
AlClz/metanol (2 % m/v). O branco foi composto por 100 uL de metanol mais 100 uL da
solucdo 2 % m/v AlCls/metanol. As leituras das absorbancias foram realizadas no

comprimento de onda de 415 nm.
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Ao término de cada andlise o extrato foi envolvido com papel aluminio e armazenado

sob refrigeracao.
4.6 Secagem por rotaevaporacao e obtencao do extrato mole

O extrato bruto, armazenado sob refrigeracdo, foi concentrado em evaporador rotativo
da marca Quimis a 40 °C e 5 RPM de agitacdo. A essa temperatura todo o etanol e parte da

agua foi evaporada resultando no extrato mole.
4.7 Particionamento do extrato hidroetanélico bruto

O extrato mole foi submetido a um processo de particionamento por meio de um funil
de separacdo utilizando solventes em gradiente crescente de polaridade, sendo eles, hexano,
cloroférmio, acetato de etila e uma solu¢do 70% v/v EtOH:H>O. As respectivas fases méveis
foram concentradas a secura em evaporador rotativo para a obtencdo da fase hexanica, fase
cloroférmica, fase éteretilica e a fase hidroetandlica (Figura 4). Entdo, foram aferidas as
massas dessas fases através de balanca analitica para avaliacdo do rendimento das substancias

extraiveis segundo a sua polaridade.

Figura 4 — Processo de obtencao do extrato mole e particionamento do extrato hidroetandlico bruto.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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4.8 Prospeccao preliminar das fases obtida por particionamento

4.8.1 Identificacdo de flavonoides

Nesta identificacdo utilizou-se a reacdo de Shinoda. Para tanto, adicionou-se 2 mL de
cada fase (fragdo) em tubos identificados da seguinte forma: fase acetatoetdlica (F1), fase éter
etilica (F2), fase cloroférmica (F3), fase hexanica (F4) e o branco (B). Aos respectivos tubos
foi adicionado um fragmento de Mg metélico e posteriormente, acidificou-se o meio através
da adicdo de 5 gotas de HCI concentrado. Por fim, as amostras foram avaliadas quanto a
mudanca de coloracdo. A positividade € verificada pela presenca de coloracdo rdésea a

vermelha.

4.8.2 Identificacdo de Alcaloides

A avaliagdo da presenca de alcaloides teve por principio a reagdo de precipitagao
frente ao reagente de Dragendorff composto por iodo bismutato de potdssio. Para tanto,
adicionou-se 2 mL de cada fase (fracdo) em tubos identificados da seguinte forma: fase
acetatoetdlica (F1), fase éter etilica (F2), fase cloroférmica (F3), fase hexanica (F4) e o branco
(B). Entdo, aos respectivos tubos foram adicionadas 3 gotas do reagente da Dragendorff. A

positividade € verificada pela presenca de um precipitado alaranjado.

4.8.3 Identificacdo de taninos

Utilizacdo de método por precipitacdo de proteinas. Para essa avaliacdo, adicionou-se
2 mL de cada fase (fracdo) em tubos identificados da seguinte forma: fase acetatoetdlica (F1),
fase éter etilica (F2), fase cloroférmica (F3), fase hexanica (F4) e o branco (B).
Posteriormente realizou-se a acidificagdo do meio através da adi¢do de duas gotas de HCI
diluido sob uma concentracido de 1%. Entdo foram adicionadas algumas gotas de uma solugdo
de gelatina 2,5% para observagdo da formagao do precipitado.

Outro método utilizado foi utilizando reagente de cloreto férrico. Para essa avaliacdo,
adicionou-se 2 mL de cada fase (fracdo) em tubos identificados da seguinte forma: fase
acetatoetOlica (F1), fase éter etilica (F2), fase cloroférmica (F3), fase hexanica (F4) e o branco

(B). Posteriormente foram adicionadas 2 a 4 gotas da solucdo de cloreto férrico/metanol 1%
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(v/v). A observacdo de coloracdo verde € indicativa da presenga de taninos condensados e a

coloracdo azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis.

4.9 Caracterizacao fitoquimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Uma aliquota de 1 mL do extrato hidroetandlico bruto, fase acetatoetilica, fase éter
etilica, fase cloroférmica e da fase hexdnica foram submetidas a caracterizacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi utilizado detector de ultravioleta DGU-20Asg,
forno para coluna CTO-20A, amostrador automatico SIL-20Ant € 0 médulo bomba LC-20AT
(Figura ) (Figura 5).

Figura 5 — Equipamento utilizado para cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Fonte: Dados da pesquisa.

As amostras foram submetidas a um tempo de andlise de 30 minutos sob uma
temperatura de 30 °C. O fluxo de bombeamento foi de 1mL/min sob uma pressdo em média
de 165 kgf. A fase mével foi composta por metanol/dgua (v/v), no modo gradiente iniciando
em 10% de metanol e aumentando para 70% em 20 min, com platd por 5 min, e retorno para a
10% até 30 min, A fase estaciondria foi de fase reversa, coluna analitica C18 Shim-pack CLC-

ODS (250 x 4,6 mm DI), com tamanho da particula de 5 pm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido uma exsicata do material coletado identificada pelo c6digo 256, depositada
no herbario do CES-UFCG. A partir da fracdo destinada a pesquisa fitoquimica foi possivel
obter um extrato hidroetandlico bruto de coloragdo marrom-escura, com rendimento estimado
através da determinacdo de residuo seco, que resultou em uma concentracio do extrato
liquido de 11,29 % (m/v) por meio da qual foi deduzido o seu rendimento aproximado de

67,74 g (Figura 6).

Figura 6 — Capsulas com amostras para determinagéo do residuo seco.

Fonte: Dados da pesquisa.

Quando comparado a extracdo por maceracdo de vagens de L. ferrea realizada por de
Kobayashi et al. (2015), a extragdo desta pesquisa se apresentou mais eficiente em
rendimento, tendo em vista que, utilizando uma massa de droga vegetal 8,3 vezes menor,
tempo de extracdo inferior em 2 dias e mesma concentracdo de droga vegetal e liquido
extrator (20% m/v) foi possivel obter um valor préximo dos 152,93 g do extrato. Essa
diferenga pode ser explicada pela utilizacdo de agitacdes periddicas a cada 24. horas e a
utilizag@o da solug@o hidroetandlica 50% (v/v).

A polaridade da dgua é maior do que a polaridade do etanol e tende a aumentar o
rendimento extrativo porque toda substancia apresenta alguma diferenca na disposicao de seus
elétrons em sua estrutura molecular. Dessa forma todos os metabdlitos secundérios tendem a
interagir mesmo que fracamente com substincia de alta polaridade. Esse potencial de
interacdo € maior com a dgua do que com o etanol de polaridade inferior. Barros et al. (2018)

mostrou a importancia da determina¢do do tempo de saturacdo do liquido extrator na escolha
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do método extrativo. Isso pode explicar porque 48 horas a mais utilizadas por Kobayashi et al.
(2015) ndo surtiram significativo aumento de rendimento extrativo.

Para a realizacdo do ensaio de caracterizacdo fitoquimico, o extrato utilizado foi
diluido a 5645 pg/mL. As curvas de calibragdo obtidas para andlise de polifenois a partir
do padrao 4cido gélico (figura 7), de flavonoides a partir do padrao quercetina (Figura 8), e
de taninos a partir do padrdo catequina (Figura 9) foram lineares, com coeficiente de

correlacdo de 0,9947, 0,9918 e 0,9917 respectivamente.

Figura 7 — Curva de calibracdo para quantificagdo do acido gélico.

0.700 -

0.600 -

0.500 -

0.400 -

0.300 -

y =0.0137x + 0.0932
R?=0.9947

Absorbancia- UV

0.200

0.100 -

O-OOO T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Concentracdo (ug/mL)

Fonte: Dados da pesquisa.



Figura 8 — Curva de calibracdo para quantificacdo de quercetina.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 9 — Curva de calibragio para quantificacio de catequina.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As andlises fitoquimicas de semi-quantificacdo demostraram maior quantidade de
polifenois, seguido de flavonoides (Tabela 1). Entretanto, ndo foi possivel detectar e
quantificar a presencga de taninos.

Embora Kobayashi et al. (2015) em suas andlises fitoquimicas tenha revelado a

presenca de fendis e taninos no extrato etandlico bruto (EEB) de frutos de L. ferrea. A

42
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auséncia de deteccdo de taninos no presente trabalho, pode ser explicada pelo padrdao
catequina ser destinado a detec¢do de taninos condensados (MOREIRA et al., 2012)
motivo esse, que nos leva a suspeitar que os taninos presentes na planta sao hidrolisdveis.
O alto teor de polifendis detectados pelo padrdo de acido gdlico (mondmero de
taninos hidrolisdveis) pode ser compreendido pela presenca majoritdria de taninos
hidrolisdveis, o que confirmaria também o seu uso popular como cicatrizante (VERZA et

al., 2007, KOBAYASHI et al., 2015).

Tabela 1 — Valores de polifendis e flavonoides quantificados.

Polifenois Flavonoides

Concetracido Absorbancia Teor (mg/g) Absorbancia Teor (mg/g)

. (mg/mL) média média

5,65 2,80 35,06 0,42 1,01
n 2,82 2,54 31,02 0,28 0,59
1,41 2,33 28,08 0,20 0,36
n 0,71 2,06 25,37 0,17 0,28
0,35 1,64 19,98 0,15 0,21
0,18 1,03 12,10 0,13 0,17
0,08 0,60 6,57 0,11 0,11
0,04 0,39 3,84 0,11 0,11

Fonte: Dados da pesquisa.

Os flavonoides se mostraram detectaveis e quantificdveis. Tendo em vista, 0 seu
teor em extrato diluido, existe uma possibilidade de isolamento e purificacdo desses
metabdlitos. A atividade antifertilidade € um dos efeitos colaterais mais limitantes na
utilizacdo de flavonoides como moléculas bioativas. Entretanto, Lucinda et al. (2010)
demostrou que administracdo a longo de prazo de extrato aquoso de L. ferrea ndo alterou
significativamente o corpo vital e reprodutivo, o peso dos 6rgaos reprodutivos e a producao
de gametas em experimento com ratos.

A composicdo quimica qualitativa e quantitativa das espécies estudadas pode ser

influenciada pelo ciclo circadiano e sazonalidade. A possivel auséncia de deteccao pode
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ser explicada porque determinados compostos s6 sdo produzidos em hordrios e estacoes
especificas (RIBEIRO; BONILLA; LUCENA, 2018).

Através do particionamento do extrato hidroetandlico bruto foi possivel obter 2,7 g
da fase acetatoetilica, 918,8 mg da fase éter etilica, 119,6 mg da fase cloroférmica e 22,7
mg da fase hexanica.

E possivel observar significativo aumento de rendimento nas fases obtidas utilizando
solventes de maior polaridade frente aos de menor polaridade. Isso pode ser explicado, pela
natureza eletronica dos compostos quimicos. Toda substancia apresenta uma diferenca na
distribuicdo dos seus elétrons (polaridade), seja por influéncia da disposi¢cdo de dtomos com
eletronegatividade distintas, ou devido interacdes intermoleculares, que induzem a
distribui¢do ndo uniforme, desses elétrons.

Os solventes de maior polaridade tendem a interagir ainda que, fracamente com todas
as substancias de forma mais significativa do que os solventes de menor polaridade. Porque
essas interacdes sao regidas pela lei de Coulomb, logo, a diferenca de cargas entre os corpos €
diretamente proporcional a for¢a de atracdo (VOLHARDT; SCHORE, 2013).

Isso pode explicar porque os solventes de maior polaridade tendem a aumentar
rendimento extrativo. A fase acetatoetilica apresentou coloragdo marrom levemente mais clara
do que a do extrato hidroetandlico bruto. A fase éter etilica apresentou uma colora¢do amarelo
escuro. A fase clorférmica demostrou uma coloracdo marrom escura semelhante a coloragao
observada no extrato hidroetandlico bruto. Enquanto isso, a fase hexanica apresentou-se com

uma coloracio amarelo claro (Figura 10).

Figura 10 — Fases obtidas por particionamento do extrato etandlico bruto.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tendo em vista as andlises de prospec¢do preliminar realizadas sobre as fases obtidas
por particionamento, foi possivel depreender que a fase acetatoetilica se apresentou positiva
para taninos através do teste de precipitacio de proteinas, utilizando gelatina, o que foi
confirmado pelo teste utilizando reagente de cloreto férrico, observando uma coloraciao azul
escura sugestiva para taninos hidrolisdveis. O que pode ser confirmado por Nakamura et al.
(2002) que partindo de um extrato metandlico conseguiu por particionamento uma fase
acetatoetilica, identificou nessa fase apenas dcido gélico e o galato de metila sendo o primeiro
considerado pseudotanino ou precursor de tanino hidrolisavel.

A Fase acetatoetilica, éter etilica e a fase cloroférmica apresentaram-se positivas para
o teste de taninos e sugestiva para taninos hidrolisdveis porque, quando submetidas ao teste
com reagente cloreto férrico apresentaram uma coloracdo escura que lembra as reacdes
positivas para taninos gélicos (Figura 11). A auséncia de detec¢do de taninos catéquicos na
andlise fitoquimica quantitava corrobora com esse resultado encontrado.

Os taninos por serem polimeros formados por mondmeros de catequina ou de dcido
gdlico, sdo compostos de alta polaridade que tendem a se concentrar nas fases de mais polares
obtidas por particionamento. A fase hexdnica tende a extrair em maior propor¢io os

metabdlitos secunddrios de dleos voldteis como os sesquiterpenos € 0s monoterpenos.

Figura 11 — Teste de identificagcdo de taninos pelo método do cloreto férrico, antes do teste (A), depois do teste

(B).

Fonte: Dados da pesquisa.

Quando testados sob a propriedade de precipitar proteinas da gelatina somente a fase
acetatoetilica se mostrou positiva, através da formacdo de um precipitado esbranquicado
(Figura 12). A fase éter etilica e cloroférmica e principalmente a fase hexanica, possivelmente

apresentaram baixo rendimento de taninos, impossibilitando sua deteccdo através desse teste.



46

Figura 12 — Teste de identificacdo de taninos pelo método de precipitacdo de proteinas da gelatina, antes do

teste (C), depois do teste (D).

Fonte: Dados da pesquisa.

A fase hexanica se mostrou negativa em todos os testes para prospeccao preliminar.
Quanto a presencga de alcaloides e flavonoides o teste indicou negatividade em todas as fases
testadas, por auséncia de precipitado alaranjado e coloragdo réseo avermelhada,

respectivamente (Figura 13).

Figura 13 — Teste de identificagdo de flavonoides, antes do teste (E), depois do teste (F). Teste de identificagdo

de alcaldides, antes do teste (G) e depois do teste (H).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Embora na andlise fitoquimica quantitativa tenha sido possivel quantificar e estimar o
teor de flavonoides no extrato hidroetandlico bruto. As fases obtidas por particionamento, ndo
necessariamente apresentardo os mesmos metabdlitos detectados no extrato hidroetandlico
bruto. Os taninos podem apresentar maior afinidade pelo solvente hidroetandlico do extrato

mole, quando comparado aos solventes utilizados no particionamento.
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O baixo rendimento da fase hexanica pode explicar a auséncia de detec¢do desses
metabolitos, nesses testes qualitativos. Os testes qualitativos de identificacdo, tendem a exigir
um maior rendimento de metabdlitos para tornar notdvel macroscopicamente as
transformacdes quimicas inerentes as reagdes, sejam de precipitacdo ou coloracdo.

Através da andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel obter os
perfis cromatogréficos do extrato hidroetandlico bruto (Figura 14), assim como da fase
acetatoetilica (Figura 15), fase éter etilica (Figura 16), fase cloroférmica (Figura 17) e da fase
hexanica (Figura 18, figura 19), sendo todos os perfis representados através de

cromatogramas, que ainda ndo foram encontrados na literatura.

Figura 14 — Perfil cromatogréfico do extrato hidroetandlico bruto de Libidibia ferrea..
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Fonte: Dados da pesquisa.
O perfil cromatogréfico da fase acetatoetilica demonstra uma distin¢do de substancias

frente ao perfil do extrato hidroetandlico bruto, devido a influéncia da seletividade do

solvente por um grupo de substancias, no particionamento (Figura 15).

Figura 15 — Perfil cromatografico da fase acetatoetilica de Libidibia ferrea.
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O perfil da fase acetatoetilica quando comparada ao perfil da fase éter etilica,
apresentou substancias de menor tempo de retencdo em detrimento de substincias que tem
maior afinidade pela coluna cromatogréfica. Esse comportamento € esperado, porque a fase
acetatoetilica apresenta substincias polares em maior propor¢do do que a fase éter etilica

(Figura 16)

Figura 16 — Perfil cromatografico da fase éter etilica de Libidibia ferrea.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As substancias de menor polaridade tendem a ter maior afinidade pela fase
estaciondria formada por siloxanos de cadeia carbonica longa (fase reversa) do que pela fase
moével composta por diferentes propor¢des de metanol:dgua., aumentando o seu tempo de
retencdo. Isso pode explicar porque os perfis cromatograficos das fases menos polares como
hexanica, apresentam sinais intensos, em maior tempo de retencao.

O perfil cromatogréfico da fase cloroférmica demonstra um comportamento préprio
porque o cloroférmio nesse gradiente € considerado um solvente de polaridade intermedidria,
as substincias obtidas por particdo possuem uma intensidade do sinal maior no minuto
dezoito, apresentando um tempo de retengcdo de valor intermedidrio, relativo as demais fases

(Figura 17).

Figura 17 — Perfil cromatografico da fase cloroférmica de Libidibia ferrea.
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A fase hexanica apresentou sinais de baixa intensidade devido ao seu rendimento

inferior. Ainda assim, é possivel perceber sinais fracos no minuto 17 € um aumento da

itensidade do sinal conforme aproxima-se do término da andlise. Esse comportamento &

esperado, porque a fase hexanica € significativamente menos polar do que as demais (Figura

18) e (

Figura 19).

Figura 18 — Perfil cromatografico da fase hexanica de Libidibia ferrea parte 1.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 19 — Perfil cromatografico da fase hexanica de Libidibia ferrea parte 2.
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Fonte: Dados da pesquisa

Esses perfis cromatograficos funcionam como a digital da planta, e podem ser uteis no

controle de qualidade de drogas vegetais e possivelmente futuros medicamentos fitoterapicos

ou tradicionais fitoterapicos de L. ferrea. Além disso, os perfis cromatogrificos contribuem

para o monitoramento do rendimento extrativo, € no direcionamento do isolamento e

purificacdo de moléculas bioativas. Através, da interpretacdo e correlagdo dos perfis

cromatograficos de fragdes obtidas na rotina de isolamento de metabdlitos secundérios.
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6 CONCLUSOES

e Nas condi¢cdes metodolégicas foi possivel obter um extrato hidroetandlico bruto de
Libidibia ferrea com rendimento estimado 67,74 g.

e Através da andlise fitoquimica semi-quantitativa foi possivel identificar flavonoides e
polifendis no extrato hidroetandlico bruto. Foi estimado o teor desses metabdlitos
contribuindo para o entendimento da proporcao que os flavonoides ocupam no teor de
fendis totais e a proporcdo de fendis totais relativos ao rendimento do extrato obtido.

e Frente a prospec¢do preliminar as fases acetatoetilica, éter etilica e cloroférmica
indicaram a presenca de taninos com colorag@o sugestiva de taninos hidrolisdveis ou
gdlicos, sendo a fase acetatoetilica ainda reativa quanto a precipitacdo de proteinas da
gelatina. A fase hexanica indicou auséncia de taninos, e todas as fases indicaram
auséncia de flavonoides e alcaloides nesses testes de identificacdo qualitativos.

e Por meio do fracionamento liquido-liquido do extrato hidroetandlico bruto foi possivel
obter 2,7 g da fase acetatoetilica, 918,8 mg da fase éter etilica, 119,6 mg da fase
cloroférmica e 22,7 mg da fase hexanica.

e Os extratos e fracdes foram caracterizados através de cromatografia liquida de alta

eficiéncia fornecendo seus respectivos perfis cromatogréficos.
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